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RESUMO

O osteossarcoma (OSA) ¢ a neoplasia dssea maligna de maior prevaléncia em caes de ragas
grandes, atingindo principalmente o esqueleto apendicular. Sendo caracterizado como um tumor
imunogénico, a interacdo RANK/RANKL e células do sistema imune participam do
desenvolvimento tumoral e contribuem para que este exerca um comportamento bioldgico
localmente agressivo e altamente metastatico. A progressdo da doenga ¢ a principal responséavel

pelo obito do paciente.

N .

O tratamento de eleicido ¢ a amputagdo do membro acometido associada a quimioterapia
antineopldsica adjuvante. Entretanto, cdes com comorbidades musculoesqueléticas e/ou
neurologicas concomitantes podem inviabilizar a ressec¢do cirurgica do membro acometido,

impedindo a remog¢do do tumor primario e dificultando o controle de dor nesses pacientes.

Frente a essa questdo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta terapéutica do
emprego de imunoterapia associada a quimioterapia antineoplasica e bisfosfonatos em cdes com

OSA apendicular inoperavel.

Os resultados demonstraram que esta associagdo promoveu maior sobrevida, maior tempo livre de
metastase e controle de dor mais efetivo. Em conclusdo, em virtude do mecanismo de progressao
tumoral do osteossarcoma, a associacdo de imunoterapia, quimioterapia e bisfosfonatos pode ser
considerada como uma nova alternativa terapéutica para cdes com OSA ndo amputados,

proporcionando maior qualidade de vida ao paciente.

Palavras chave: osteossarcoma, imunoterapia, bisfosfonatos, caes



ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) is the most prevalent malignant bone neoplasm in large breed dogs, mainly
affecting the appendicular skeleton. Characterized as an immunogenic tumor, the RANK/RANKL
interaction and immune system cells participate in tumor development and contribute to its locally
aggressive and highly metastatic biological behavior. The progression of the disease is primarily

responsible for the patient's death.

The treatment of choice is amputation of the affected limb associated with adjuvant antineoplastic
chemotherapy. However, dogs with concomitant musculoskeletal and/or neurological comorbidities
can make surgical resection of the affected limb unfeasible, preventing removal of the primary

tumor and hindering pain control in these patients.

In view of this issue, the aim of this study was to evaluate the therapeutic response to the use of
immunotherapy associated with antineoplastic chemotherapy and bisphosphonates in dogs with

inoperable appendicular OSA.

The results showed that this association promoted longer survival, greater metastasis-free time and
more effective pain control. In conclusion, given the mechanism of tumor progression in
osteosarcoma, the combination of immunotherapy, chemotherapy and bisphosphonates can be
considered a new therapeutic alternative for dogs with non-amputable OSA, providing a better

quality of life for the patient.

Key words: osteosarcoma, immunotherapy, bisphosphonates, dogs
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1 INTRODUCAO

O osteossarcoma (OSA) ¢ o tumor 6sseo maligno de maior ocorréncia em caes, correspondendo a
85% das neoplasias dsseas primarias. Os cdes de grande porte s3o os mais acometidos, com maior
ocorréncia de desenvolvimento da afec¢do no esqueleto apendicular, atingindo principalmente a
regido metafisaria dos ossos longos, seguido da regido cortical e periosteo (Misdorp & Hart, 1979;
Spodnick et al,1992; Ogilvie, 2001). As racas mais acometidas incluem Rottweiler, Labrador e

Golden Retriever (Tuohy, J. L. et al., 2019).

O comportamento natural do OSA ¢ altamente metastatico, sendo os pulmdes os primeiros 0rgaos a
apresentarem metéstase, porém, pode comprometer outros 6rgaos. O diagndstico € obtido por meio
da avaliagdo histopatoldgica obtida pela bidpsia Ossea incisional e o tratamento de eleicdo ¢
amputagdo do membro acometido associado a quimioterapia antineoplasica adjuvante ou
radioterapia como ferramenta estratégica para aumentar sobrevida e tempo livre de metastase. No
entanto, essa abordagem cirurgica sofre contraindicagdo em pacientes com comorbidades que
interferem na locomogao. Nestes, ha a necessidade da implementagdo de abordagens terapéuticas
alternativas, as quais visam o retardo da progressao da doenca e, sobretudo, a analgesia adequada. O
manejo da dor nesses pacientes ¢ desafiador, pois, ha ocorréncia de microfraturas ou interrup¢ao do
peridsteo devido a processo de ostedlise do osso provocado pelo desenvolvimento tumoral (Daleck
C. R et al, 2002), ainda, niveis elevados de prostaglandinas (PGs) atuam promovendo inflamacao,
vasodilatacdo e dor (Yamamura, S. et al., 1997), e as IL-6 atuam mediando as interagdes
tumor-hospedeiro e facilitando a colonizagao de células de osteossarcoma no pulmao (Gross, A. C.

etal., 2018).

Frente ao comportamento metastatico agressivo do OSA, a administra¢do de quimioterapia torna-se
uma medida necessaria na busca de maior tempo de doenga estavel e alivio dos sinais clinicos
associados (Daleck et al., 2002). Dentre os farmacos disponiveis no mercado, a Carboplatina tem
demonstrado maior eficacia, podendo ser utilizada em protocolo individual ou em associagdo com a
doxorrubicina (Lascelles, B. D. X et al. 2005; Bergman, PJ et al., 1996) tornando-se a droga de

eleicdo nestes casos, promovendo aumento da taxa de sobrevida (Phillips, B. et al., 2009).

Sabe-se ainda que a manutenc¢do do tecido 6sseo se da por meio do equilibrio entre os processos de

formagdo e reabsor¢do 6ssea. Contudo, doengas como osteoporose, hipercalcemia e a ocorréncia de
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tumores acabam por comprometer esse mecanismo levando a prejuizos ao tecido 6sseo, onde o
aumento da reabsor¢do 0ssea por porte dos osteoclastos promove dor intensa, aumento do risco de
fraturas e atuam no direcionamento das cé¢lulas tumorais. O ativador do receptor do ligante NF-kB
(RANKL), expresso por células do tecido 6sseo e células do sistema imune, seu receptor RANK ¢ a
osteoprotegerina (OPG) estdo envolvidos na regulagdo da ativagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
dos osteoclastos, que desempenham papéis criticos na formagao de metastases 6sseas, de modo que,
a supressao do sistema RANK/RANKL/OPG e da atividade dos osteoclastos pode atuar na queda

das taxas de reabsor¢do 0ssea e prevenir metastases Osseas (Zhang, Y. et al., 2022).

Na oncologia veterindria, o uso de bisfosfonatos (BFs) tém se mostrado eficaz no tratamento de
pacientes acometidos por OSA, sua a¢@o consiste em fazer ligagdo com cristais de hidroxiapatita de
modo a evitar a dissolugdo do calcio em fésforo e promover morte celular programada dos
osteoclastos (Russel RG et al, 2007), de modo que essa apoptose mediada pelo uso dos BFs
promove mudangas morfolégicas caracteristicas, com perda de potencial de membrana da
mitocondria, com ativacdo de caspases, atuando assim na inibi¢ao da reabsorc¢ao Ossea € no controle
da dor, sendo uma possibilidade para cdes com preservagdo do membro (Jark PC et al, 2013), pois
inibe a via RANK/RANK-L/OPG, a qual ¢ importante na atividade osteoclastica-osteocitica e na
progressao tumoral (Ming J et al, 2020). Assim, acredita-se que a inibi¢ao desta via de sinalizagdo
possa influenciar no aumento da sobrevida do paciente (Canon J. R. et al, 2007). Um estudo
realizado por Ory, B. (2005), demonstrou o efeito supressor de metastases pulmonares e o aumento
da sobrevida em camundongos portadores de osteossarcoma submetidos a tratamento com acido
zoledrdnico, e na medicina humana, o estudo conduzido por Conry, R. M. (2016) mostrou que o uso
do 4cido zoledronico aumentou o tempo de doencga estavel em quatro pacientes com osteossarcoma
metastatico. Em humanos, Meyers, P. A. (2011) concluiu que hd seguranga na associacdo de
pamidronato e quimioterapia para tratamento de osteossarcoma e, estudo realizado por Liu, J.
(2019) demonstrou que essa associagcdo terapéutica pode promover maior analgesia e efeito
curativo, controlando os efeitos colaterais adversos decorrentes de cancer 6sseo metastatico em

1dosos.

Também, sabe-se que o0 OSA ¢ um cancer imunogénico, onde as células tumorais liberam fatores
soluveis préo oncogénicos (IL-6, IL-11, TNF-a, RANKL, entre outros.) e levam ao processo de
diferenciacdo e maturagdo dos osteoclastos por meio dos osteoclastos com alteracao de funcgdes,

dando origem a um ciclo vicioso. Assim, de forma desregulada, os osteoblastos e as células
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precursoras de osteoclastos expressam RANKL, potencializam a formacdo de osteoclastos,
induzindo reabsor¢ao dssea. Esse processo de degradagdo do tecido osseo leva a liberagdo de fator
de crescimento transformador-f (TGF-B) que estimulam a formacgao de tecido 6sseo e proliferagao
tumoral. Por esta razdo, estudos sugerem o emprego de imunoterapia como uma possivel nova
ferramenta terapéutica para o estimulo do sistema imune do paciente para, assim, controlar a
progressdo do tumor (C. Chen et al, 2021; Lamora, A. et al., 2016; Wang J et al, 2019). Frente a
isso, a submissdao do paciente ao protocolo multimodal com quimioterapia antineoplasica,
bisfosfonatos e imunoterapia pode ser uma alternativa vidvel aos pacientes cuja remoc¢ao cirurgica

do membro ndo pode ser realizada.

No Brasil, o Laboratorio de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia (Instituto de Biologia —
UNICAMP), liderado pelo professor Dr. Wagner José Favaro em parceria com o NANOBIOSS
(Insituto de Quimica- UNICAMP), supervisionado pelo Prof. Nelson Duran, desenvolveu um
composto sintético com propriedades antitumorais e imunoldgicas denominado MRB-CF-1
(Modificador de Resposta Biologica — Complexo Fosfato Inorganico 1), registrado como

Oncotherad ®.

O Oncotherad®, ¢ um agonista dos receptores Toll-like (TLR) 2 e 4 que induz a ativacdo dos
interferones (IFN) e STING e, consequentemente, aumenta a producao do IFN-alfa e IFN-gamma.
Essa ativag¢ao permite produzir linfocitos T citotdéxicos (CD8+), células dendriticas, Natural Killers
(NK) e macrofagos tipo 1, o que induz a morte das células neoplasicas. Em adi¢do, diminui a
expressdo do sistema RANK/RANKL, o que resulta na prevengdo e/ou controle das metéastases

(Alonso et al., 2020; Bockelmann et al., 2019; Duréan et al., 2019; Favaro et al., 2019).

Diante do exposto, a proposta de emprego de quimioterapia antineoplésica associada a imunoterapia
(MRB-CF]) e bisfosfonatos em cdes com osteossarcoma apendicular ndo amputados € baseada na
necessidade de um tratamento mais eficaz do que o que ¢ utilizado atualmente, feito apenas com

uso de quimioterapia e analgésicos.
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2 OBJETIVO

Analisar resposta terapéutica nos pacientes com OSA apendicular inoperdvel tratados com
imunoterapia, quimioterapia antineoplasica e bisfosfonatos, com o intuito de evidenciar os efeitos
advindos dessa associagdo na modulagdo do sistema imune, tratamento oncologico e sua efetividade

no controle da dor em pacientes que ndo podem ser submetidos a amputacao do membro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Osteossarcoma em caes

O osteossarcoma ¢ um tumor 6sseo primario de origem mesenquimal maligna, sendo responsavel
por 85% dos tumores esqueléticos em caes, atingindo principalmente o esqueleto apendicular
(Wycislo, K. L. et al., 2015; Straw, 1996). E caracterizado como um tumor de exacerbada
agressividade local e grande potencial metastatico tendo os pulmdes como principal sitio de

metastase (Daleck C. R et al, 2002). A Figura 1 apresenta as areas de maior ocorréncia do tumor

nos caes.
Figura 1 - Osteossarcoma apendicular canino: é4reas de maior ocorréncia. Created with
BioRender.com
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A etiologia do osteossarcoma ainda ndo ¢ totalmente conhecida. Na literatura, ha evidéncias de que

a ocorréncia de trauma microscopico pode vir a ser um fator predisponente para ocorréncia de OSA
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(Daleck et al., 2016). Também, a presenca de alteracdes genéticas ¢ considerada como um possivel
fator de desenvolvimento tumoral. De acordo com Ehrhart et al. (2013), o gene supressor p53
apresenta modificagdes e ¢ expressado em excesso, sendo mais frequente em ossos apendiculares,

indicando sua a¢do como um fator de maior agressividade no OSA canino.

Histologicamente, o osteossarcoma ¢ classificado em subgrupos baseados em seu padrao celular e
quantidade de matriz 6ssea, sendo subdividido como: osteobldastico, fibroblastico, condrobléstico,
subtipo vascular e o pobremente diferenciado, e embora diferentes no ponto de vista histologico, o
comportamento biologico se d4 de maneira semelhante nos caes (Straw et al., 1990). Segundo
Morris & Dobson (2007), a regido de metafise de ossos longos apresenta maior prevaléncia para

acometimento tumoral.

Os animais mais frequentemente acometidos sdo os de raca grande ou gigantes, incluindo Pastor

Alemao, Boxer, S3o Bernardo e Golden Retriever (Tuohy, J. L. et al., 2019).

Os sinais clinicos mais frequentemente relatados incluem claudicagdo, dor e aumento de volume no
membro acometido. O surgimento de fraturas espontineas também pode ser observado (Straw, R. C.

et al., 1996).

O diagnostico do osteossarcoma ¢ obtido pelo conjunto de sinais clinicos apresentados, exame
fisico, achados radiograficos, citologia e confirmado por bidpsia incisional e analise histopatologica
(Daleck et al., 2002; Dernell et al., 2007). Radiograficamente, o padrdo encontrado ¢ marcado por
reacdo de ostedlise, edema de tecido mole e formagdes Osseas irregulares no membro acometido,
além de proliferagcdo periosteal (Nelson & Couto, 2009). Também, a radiografia toracica ¢ crucial
durante todo acompanhamento do paciente para avaliar ocorréncia de metastases pulmonares
(Johnson & Watson, 2004). As Figuras 2, 3 e 4 sdo exemplos de imagens radiograficas

caracteristicas num quadro de osteossarcoma.
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Figura 2 - Radiografia de membro toracico direito demonstrando proliferacdo dssea em regido de

ulna e edema de tecidos moles adjacentes. Projecao médio lateral.

Figura 3 - Radiografia de membro pélvico esquerdo demonstrando proliferagao 6ssea em regido de

fémur. Projecao latero-lateral.
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Figura 4 - Radiografia toracica demonstrando pulmdo com presenga de estruturas radiopacas

compativeis com metdstases pulmonares.

O chamado sistema RANK/RANKL/OPG ¢ o principal sistema envolvido na homeostase do tecido
0sseo. Composto pelo receptor ativador do fator NF-kB (RANK), seu ligante RANKL e
osteoprotegerina. A expressao de RANKL se da pelas células precursoras de osteoblastos, enquanto

RANK advém das células precursoras de osteoclastos (Dougall, W. C. et al., 2014).

Em um organismo saudavel, uma vez que o processo de reabsor¢do Ossea tem se inicio, 0s
osteoblastos realizam produgdo de osteoprotegerina que se liga ao RANKL, evitando que este se
ligue com seu receptor RANK, impedindo o inicio dos processos de produgdo e ativagdo de
osteoclastos. Ao fim deste processo, os osteoclastos sofrem apoptose (Charles & Aliprantis, 2014).
Em contrapartida, em um organismo acometido pelo OSA, este processo ocorre de forma
desregulada, contribuindo para o crescimento tumoral (Ucci et al., 2021). No osteossarcoma, as
células neoplasicas oriundas dos osteoblastos secretam RANKL de maneira excessiva, promovendo
aumento e proliferacdo de osteoclastos. Por sua vez, este processo intensifica a reabsor¢do Ossea,
com aumento na secre¢do de citocinas pelas células estromais da medula 6ssea e maior liberagdo de

fatores de crescimento tumoral (Von Moos & Haynes, 2013; Clarke, 2008).
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No mecanismo tumoral, pesquisas pontuam o envolvimento das células tronco mesenquimais
(MSCs) na progressao do tumor. Encontradas na medula 6ssea, as MSCs estdo presentes no
processo de regeneracao tecidual em resposta a quimioterapia (Farmer, P. et al., 2009) e envolvidas
na ocorréncia de metastases por meio da liberacao de citocinas (Weaver et al., 2002; Rhodes et al.,
2010). Em estudo conduzido por Hillis, N. (2022), o nivel de IL-8 foi considerado como
biomarcador relevante para OSA canino, no qual o aumento de sua concentracdo se mostrou
diretamente relacionado a um menor tempo de sobrevida em caes, além de ser relacionado ainda a
aumento de tamanho e extensao local do tumor (Kushlinskii et al., 2014; Rutkowski et al., 2003).
Outrossim, a avaliagdo dos niveis de IL-6 também se torna relevante, sendo bem conhecido seu

papel na proliferacdo de células tumorais, formacao de novos vasos e metastase (Tu et al., 2006).

Estudo realizado por Boerman, I. et al. (2012) apontou o aumento dos niveis de fosfatase alcalina
sérica e tumores primdrios localizados em Umero como fatores negativos para osteossarcoma

canino, comprometendo diretamente o tempo de sobrevida e intervalo livre de doenga.

De modo geral, o progndstico para OSA em caes ¢ considerado ruim. Em literatura, a taxa de
sobrevida apos diagnoéstico e tratamento ¢ inferior a 45%. (Frimberger, A. E. et al., 2016; Moore, A.

S. etal., 2007; Straw, R. C. et al., 1991)

3.2 Controle de dor e preservacao do membro

A ocorréncia de dor € um dos principais sinais clinicos apresentados pelos cdes acometidos pelo
OSA e constitui um dos principais fatores a afetar o comportamento e qualidade de vida do

paciente.

A remocdo do foco tumoral por meio da amputagdo do membro acometido ¢ a forma mais rapida e
efetiva de proporcionar alivio do foco doloroso (Frimberger, A. E. et al., 2016), entretanto, o
manejo de dor se torna desafiador em pacientes com comorbidades que impegam a ressec¢ao
cirtirgica, fazendo-se necessario a busca por outras alternativas que garantam qualidade de vida ao

paciente.

Dores leves e esporadicas muitas vezes sdo bem toleradas, contudo, dores de nivel moderado
provocam mudangas comportamentais, como auséncia de apetite e letargia, e dores intensas podem
comprometer o estado fisioldgico dos animais, podendo haver vocalizacdo, sialorréia, aumento da

frequéncia cardiaca e respiratoria (Simon, 2006).
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O controle da dor em pacientes oncologicos ¢ indispensavel na medicina humana e possui a mesma
importancia na medicina veterinaria. A depender do grau de dor, diversos métodos podem ser
aplicados buscando promover reducao ou eliminagdo total do foco doloroso. Em humanos, a
Organizagdo Mundial da Satde (OMS) indica que o uso de fArmacos com fins de analgesia seja
feito de acordo com uma escala de dor. Na medicina veterinaria isso nao ¢ diferente, embora a

mensuragao em animais se torne mais complexa devido a sua subjetividade.

Diante desta dificuldade, estudos foram feitos e atualmente podemos contar com diferentes escalas
de mensuragdao, como a Escala de Dor Composta de Glasgow, que com base na analise de sinais
comportamentais em diferentes etapas da avaliagdo permite mensurar dor aguda em caes, gerando
ao final um sistema de pontuagdo que indica necessidade ou ndo de resgate analgésico, por exemplo

(Mich & Hellyer, 2009; Morton, et al., 2005; Ferreira et al, 2014).

Na veterinaria, a classe dos opidides e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) como

carprofeno e meloxicam sdo os farmacos mais utilizados (Lascelles, 2005; Flor, 2006).

3.3 Quimioterapia

Embora o tratamento cirurgico seja importante para retirada do foco de dor (Frimberger, A. E. et al.,
2016), caes que passaram pela ressecgdo cirurgica como medida isolada ndo obtiveram aumento de
sobrevida, apresentando média de apenas 76 dias (Szewczyk, M. et al., 2015). Em razdo disso,
diversos estudos visam avaliar os potenciais efeitos de quimioterapia adjuvante sobre a taxa de

sobrevivéncia e intervalo livre de doenca em caes acometidos com osteossarcoma.

Na oncologia veterindria, a carboplatina, doxorrubicina e cisplatina sd3o os medicamentos mais

utilizados (Szewczyk et al., 2015).

Dentre os quimioterapicos disponiveis, a carboplatina vem sendo amplamente utilizada para
tratamento de osteossarcoma canino, possuindo facil administracdo e sendo uma melhor op¢do em
relacdo a cisplatina devido a menor nefrotoxicidade. Em caes, a mielossupressao € o efeito adverso

mais relatado (Ehrhart et al., 2020; Page et al., 1993; Szewczyk et al., 2015).

A doxorrubicina apresenta efeito semelhante a carboplatina, também apresentando eficacia no
controle de progressdao da doenga. A desvantagem no emprego de doxorrubicina se deve ao seu

efeito cardiotoxico, o que torna a carboplatina como uma melhor op¢ao (Selmic et al., 2014).
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Além da monoterapia, o emprego de protocolos envolvendo uso de mais de uma substancia também
pode ser considerado como possivel alternativa terapéutica. Em 2014, estudo realizado por Selmic
et al. analisou os efeitos terapéuticos advindos da associacdo de doxorrubicina e carboplatina pos
cirurgia em 470 cdes com OSA apendicular. Seus resultados demonstraram que ndo houve diferenca
significativa em intervalo livre de doenga e tempo de sobrevida em comparacdo ao tratamento com
as mesmas substincias de forma isolada. Ademais, os protocolos de associacdo provocaram

menores efeitos colaterais negativos nos animais participantes.

Atualmente, ndo héd evidéncias que declarem a quimioterapia combinada como uma melhor opgao
de tratamento. Entretanto, em alguns casos, a reducdo dos efeitos pode caracterizar esses
protocolos como uma melhor op¢do a longo prazo, proporcionando melhor qualidade de vida ao

paciente (Szewczyk et al., 2015).

3.4 Imunoterapia

A transformacdo de células sadias em células malignas ¢ um evento que pode ocorrer
espontaneamente ou induzida por agentes virais, fisicos ou quimicos, e devido a semelhanca dessas
células com as demais dificultam a identificacdo e combate de células neopldsicas pelo sistema
imune do hospedeiro (Stites, D. P, 1997) e devido a sua complexidade pode vir a, em algumas

circunstancias, contribuir para o crescimento tumoral (C. Chen et al, 2021).

O estudo da imunologia tumoral parte do fato de que essa diferenciagdo celular entre sadias e
tumorais pode ser feita a partir dos antigenos expressos, que podem ser classificados como
antigenos tumorais exclusivos, presentes apenas nas células tumorais, ou antigenos associados a
tumores, 0s quais também podem ocorrer em células normais e podem ser identificados com auxilio

de anticorpos monoclonais (Ghaffar, A. & Nagarkatti, M).

Para o combate de células com caracteristicas de malignidade, o sistema imunolégico faz uso de
uma série de mecanismos. As chamadas células T atuam diretamente sobre elas por meio de células
CD8+ e ativando células CD4+ que agem através de linfocinas. A classe de células B secretam
anticorpos ¢ as Natural Killer, mediadas pela liberagdo de fatores citotoxicos, atuam como primeira
linha de defesa contra células que sofreram transformagodes. Além dessas, os macréfagos, ativados
pelas citocinas INF-y, a IL-4, o TNF e o GM-CSF, promovem lise tumoral (Ghaffar, A. &

Nagarkatti, M). Em virtude de todas essas interacdes celulares, diversos estudos apontam a
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imunoterapia como um forte potencial para tratamento do cancer, em especial o osteossarcoma,

tendo em vista seu carater imunogénico.

No Brasil, estudos realizados no Laboratorio de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia (Instituto
de Biologia — UNICAMP) levaram ao desenvolvimento do composto sintético MRB-CFI-1,
registrado comercialmente como Oncotherad®. Sendo um agonista dos TLR 2 e 4, este possui acao
sobre as chamadas vias candnicas e ndo canonicas, que leva a expressao de genes interferon tipo [ e
II, promovendo liberacdo de citocinas pré inflamatérias e desencadeamento de efeitos antitumorais
direta e indiretamente por meio da ativacao e recrutamento de células dendriticas, NK, macrofagos
e células T. Ainda, a ativagdo de IFN-y resulta na inibi¢do das Tregs (células reguladoras T
imunossupressoras), as quais possuem relacdo direta com o mecanismo de escape imunoldgico de

células neoplésicas (Ribeiro de Souza, B. et al., 2023).

3.5 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos constituem uma classe de farmacos analogos sintéticos do pirofosfato, um
regulador de reabsorcdo Ossea naturalmente produzido pelo organismo (Fernandes, C. et al., 2005),
sendo amplamente utilizados para tratamento de doencas como osteoporose, hipercalcemia maligna

e na oncologia, em humanos e animais (Milner, R. J. et al., 2004).

Com grande afinidade com o tecido 6sseo, os bisfosfonatos inibem o processo de reabsor¢do 0ssea,
promovida pela a¢do dos osteoclastos, ao se ligar aos sitios de ligacao dos cristais de hidroxiapatita.
Ao iniciar a reabsor¢ao do 0sso, os osteoclastos acabam por fagocitar as moléculas de bisfosfonatos
ali presentes, este promove uma série de prejuizos a célula, que acaba perdendo a capacidade de
formar borda em escova e de se aderir a superficies.o 6ssea, impedindo que a reabsor¢ao ocorra de
forma continua (Rodan, G. A. et al., 1996; Sato, M. et al., 1991; Colucci, S. et al., 1998) e levando a
apoptose dos osteoclastos (Hughes, D. E. et al., 1995).

Assim, devido ao seu mecanismo de agdao, embora a ressecc¢ao cirurgica do membro acometido
associado a quimioterapia antineoplasica seja a terapia de escolha para quadros de OSA apendicular
em caes, o uso de BFs pode ser considerado como uma alternativa terapéutica importante para

quadros inoperaveis, auxiliando no controle de dor e progressao da doenca. (Jark PC. et al, 2013)
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A administragdo dos bisfosfonatos ¢ feita por via endovenosa (Milner, R. J. et al., 2004), e possui
baixa meia vida plasmatica, sendo rapidamente distribuido para a matriz dssea (Jark PC. et al.,

2013). A porgao que nao ¢ absorvida pelos ossos ¢ excretada pelo rim (Fan TM. et al., 2005) .

Em casos de neoplasias ésseas primarias, como o osteossarcoma, a amputagdo de membro
associada a quimioterapia continua sendo a terapia de escolha quando hd acometimento do

esqueleto apendicular (Ashton, JA. et al., 2005).

Em quadros de neoplasias dsseas, a dor ¢ gerada em decorréncia da presenca das células tumorais
no microambiente &sseo, resultando na liberacdo de mediadores quimicos que estimulam
nociceptores periosteais, gerando sensibilidade dolorosa. Além disso, outro fator doloroso se deve a
reabsor¢ao Ossea osteoclastica que ocorre de forma desregulada gerando destrui¢ao do tecido dsseo.
Assim, em virtude desses mecanismos, a conduta terapéutica analgésica ideal se d4 com a
combinac¢do do processo de inibi¢cdo da reabsor¢do 6ssea por parte dos osteoclastos e na erradicagdo

das células cancerigenas (Fan ,TM. et al., 2009).

Na medicina veterinaria, o Zoledronato, Pamidronato e Alendronato sdo os bisfosfonatos mais
utilizados em cades. A ocorréncia de distarbios gastrointestinais e eletroliticos e reacdes
inflamatérias agudas constituem os efeitos colaterais mais frequentemente relatados (Jark PC. et al.,
2013). O desencadeamento de quadros de diarréia ou vomito se deve ao fato de que os BFs sofrem
baixa absor¢do no trato gastrintestinal, ja& quadros de edema, dor muscular e febre surgem
principalmente quando a administracao € feita por via endovenosa, devido a liberagdo de fatores de

necrose tumoral e citocinas inflamatorias (Jark PC. et al., 2013; Fan TM. et al., 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao de casos

Foram incluidos no estudo sete cdes (5 fémeas e 2 machos) portadores de osteossarcoma
apendicular inoperavel atendidos no Setor de Oncologia do Hospital Veterindrio “Governador
Laudo Natel” - UNESP, Campus Jaboticabal. O diagnostico de OSA foi obtido por meio de bidpsia
Ossea, ¢ excluidos animais com presenga de metdstase a distancia. Os proprietarios foram
devidamente informados do contetido da pesquisa e concordaram em participar assinando termo de
consentimento livre esclarecido. O protocolo de estudo animal foi aprovado pela CEUA - Comissdo

de Etica no Uso de Animais sob protocolo n° 003357 em 3 de junho de 2022.

Todos os cades foram submetidos a exames de sangue e andlise bioquimica, sendo analisado:
creatinina, fosfatase alcalina, albumina e proteinas totais, além de radiografia de téorax com trés

projecdes a cada 30 dias, em virtude do OSA ter os pulmdes como seu principal sitio de metastase.

O diametro do tumor foi mensurado por meio de paquimetro, considerando comprimento e largura.
A resposta terapéutica foi determinada segundo os critérios do RECIST 1.1, considerando: resposta
completa (RC, auséncia completa de evidéncia tumoral), resposta parcial (RP, reducao >50% do
volume tumoral e sem evidéncia de nova lesdo tumoral), doenca estavel (DE, <50% de altera¢dao no
volume tumoral e sem novas lesdes tumorais) e progressdo da doenca (PD, aumento de >50% no

volume do tumor ou novas lesdes tumorais) (Knapp et al., 2016).

A mensuracao de intensidade de dor frente ao emprego de bisfosfonatos foi feita com base no
Helsinki Chronic Pain Index (HCPI) juntamente aos tutores, avaliando fatores como claudicagao,

nivel de atividade fisica e agressividade (Matsubara, L. M. et al., 2019).

4.2 Tratamento

De forma randomizada, os animais foram divididos em dois grupos: Grupo A (3 animais) recebeu
tratamento experimental e Grupo B (4 animais) com tratamento controle convencional. O
tratamento controle foi realizado com emprego de quimioterapia antineoplasica associada a
analgésicos para controle da dor, j4 o tratamento experimental contou com quimioterapia

antineoplasica associada a imunoterapia e bisfosfonatos.
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Em ambos os grupos, a quimioterapia foi feita com carboplatina na dose de 250 a 300 mg/m?,
administrada IV durante 60 minutos a cada 21 dias, totalizando seis sessdes. No grupo controle, a
associacao de analgésicos foi feita com uso de Tramadol, 4 mg/kg via oral (VO) a cada 12 horas, ¢
Dipirona, 20-25 mg/kg VO a cada 12 horas, e Maxicam na dose de 0,2 mg/kg no primeiro dia e 0,1
mg/kg nos dias seguintes, VO uma vez ao dia, sendo a dose cronica feita com 0,05 mg/kg VO, com

avaliagdo renal a cada 15-30 dias.

Para o tratamento experimental, a imunoterapia foi feita com Oncotherad (MRB-CFI-1), com
protocolo dividido em etapas de inducao e manutengdo. A fase de inducdo se deu durante quatro
semanas continuas, com administragao de 22 mg/m? via intramuscular duas vezes por semana, com
intervalo de 72 horas entre as aplicagdes. Ap0s esse periodo, a dose foi reajustada para 32,3 mg/m?,
sendo administrada a cada 15 dias até atingir um ano em tratamento ou até o final da vida do
paciente. O emprego de bisfosfonatos foi feito com Acido zoledronico, na dose de 0,25 mg/kg
diluido em 100 mL de cloreto de sodio, infundido em 15 minutos a cada 28 dias, ou Pamidronato,

com dose de 1-2mg/kg, sendo aplicado a cada 28 dias.

4.3 Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foi empregado método de Kaplan Meier para a andlise de sobrevida e
tempo livre de metastase e a comparagdo das respostas obtidas pelos pacientes de ambos os grupos
foi testada pelo Teste de Log Rank (Mantel Cox), ao nivel de significAncia de 5%. Para anélise dos

dados, utilizou-se o programa estatistico de computagdo GraphPad Prisma.



5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemiologicos

Os 7 caes incluidos na pesquisa apresentavam média de idade de 9,4 anos. Houve maior prevaléncia

em caes da raga Rottweiller e 71,4% dos caes eram fémeas.

Tabela 1 - Caes incluidos na pesquisa: raca, sexo e idade

Caes Raga Sexo Idade
1 Rottweiller Fémea 10 anos
2 Rottweiller Macho 5 anos
3 Golden Retriever Fémea 7 anos
4 Labrador Retriever Fémea 13 anos
5 American Pitbull Fémea 13 anos
6 Boxer Macho 10 anos
7 SRD Fémea 8 anos

Os membros toracicos foram a localiza¢do mais frequente, correspondendo a 57% dos casos.
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Figura 5 - Can. Rottweiler - Aumento de volume em membro toracico direito (A); Can. Golden

Retriever - Aumento de volume em membro pélvico esquerdo (B).

5.2 Achados patologicos

Em bidpsia pdés mortem, ao corte se apresentavam massas de caracteristica encapsulada com

coloracdo brancacenta a vermelho acastanhada e presenga de focos de necrose.

Macroscopicamente, além daqueles previamente detectados, foi possivel observar presenga de focos
de metastase em pulmao medindo menos de 10 milimetros, as quais ndo puderam ser detectadas no

exame radiografico para animais de ambos os grupos.
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Figura 6 - Massa em membro toracico direito. (A, B) Ao corte, massa encapsulada de coloragao

acastanhada em regido de radio.
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Figura 7 - Presenga de nédulos em pulmao (A e B). Ao corte, nodulos calcificados (C).

5.3 Tempo de sobrevida e Tempo livre de metastase

No que se refere ao tempo de sobrevida, observamos que os pacientes do Grupo A apresentaram
maior tempo de sobrevivéncia, atingindo uma média de 186 dias, quando comparados aos animais
do Grupo B, com média de apenas 36 dias, demonstrado no Gréfico 1. Entretanto, embora a anélise
estatistica ndo tenha demonstrado diferenca significativa entre as variaveis (p > 0,05), foi possivel
observar que todos os cdes que receberam o tratamento experimental conseguiram atingir no
minimo 120 dias em tratamento, em contraste aos resultados do Grupo B, onde 75% desses animais

vieram a Obito com menos de 60 dias em tratamento.
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Analise de tempo de sobrevida
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Grafico 1 - Andlise de sobrevida pelo Método Kaplan-Meier dos pacientes com OSA apendicular

ndo amputados frente ao Tratamento Experimental (Grupo A).e Tratamento Controle (Grupo B).

Quanto ao tempo livre de metastase (TLM), também houve diferenga entre os grupos. Os animais
do Grupo A atingiram uma média de 242,3 dias TLM, enquanto os animais do Grupo B obtiveram

média de 72 dias, apenas. O Grafico 2 demonstra os resultados obtidos.
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Analise de tempo livre de metastase
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Grafico 2 - Analise de tempo livre de metastase frente ao Tratamento Experimental (Grupo A) e

Tratamento Controle (Grupo B).

Em analise feita com base no Helsinki Chronic Pain Index (HCPI), o emprego de Zoledronato e
Pamidronato apresentou maior efetividade analgésica em relacdo ao uso de Tramadol, Dipirona e
Maxicam no controle da dor dssea promovida pelo desenvolvimento tumoral. Com o uso de
bisfosfonatos, o efeito colateral mais frequentemente observado foi a ocorréncia de vomito nos
primeiros dias ap6s aplicagdo e, embora o Zoledronato seja uma droga considerada mais especifica,
ndo foi observada diferenca significativa em relacdo ao Pamidronato neste estudo. Quanto a
imunoterapia com Oncotherad, os animais tratados ndo apresentaram efeitos adversos significativos,

como demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Sinais adversos frente tratamento com Oncotherad®: Frequéncia e intensidade.

Efeitos adversos Frequéncia relatada Intensidade
Vomito 1 +
Prurido 1 +
Diarréia 1 +
Perda de peso 1 +
Alteragdes bioquimicas 1 +
Alteragdes em hemograma 1 +

Frequéncia: (1) nenhum ou apenas um animal apresentou; (2) dois a trés animais.

Intensidade: (+) leve; (++) moderado; (+++) intenso.

Ainda, em andlise realizada conforme os critérios do RECIST 1.1, 66,67% dos animais que
receberam tratamento experimental (Grupo A) conseguiram atingir nivel de doenca estavel (<50%
de altera¢do no volume tumoral e sem novas lesdes tumorais). O mesmo nao pode ser observado em

nenhum dos animais do Grupo B, com tratamento controle.
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6 DISCUSSAO

O osteossarcoma canino constitui uma neoplasia de demasiada complexidade onde fatores ligados a
sua etiologia, comportamento tumoral e fatores prognosticos seguem em constante estudo em busca

de que melhores alternativas terapéuticas sejam encontradas.

Na literatura, a localizagdo do tumor estd diretamente relacionada a sua malignidade e pior
prognostico, sendo os membros toracicos mais acometidos que os membros pélvicos (Culp et al.,
2019). Os resultados obtidos neste estudo endossam esta afirmativa, no qual 57% dos animais

apresentaram tumores localizados em membros toracicos.

Nos caes, algumas ragas apresentam maior disposi¢do para desenvolvimento de tumores 6sseos. Em
nosso estudo, mesmo com um baixo nimero de animais incluidos na pesquisa (n=7), caes da raca
Rottweiller foram os mais frequentemente acometidos, como indicado por Tuohy, J. L. et al. (2019).
Além da predisposicao racial, embora pesquisas apontem que machos apresentam maiores chances
de desenvolver a neoplasia (Withrow, T. et al., 1998), o presente estudo demonstrou maior

ocorréncia em fémeas, representando 71,4% dos casos.

Devido a sua agressividade e alto potencial metastatico, o OSA ¢ foco de pesquisa na medicina
humana e veterinaria. Resultados presentes em artigo publicado por Luu AK (2021) sugerem que
TGFB como um mediador que acaba por contribuir para a progressao tumoral. Além disso, no que
se refere a analise dos linfécitos T, o nimero de células CD8+ era baixo em relagdo as Tregs na

andlise de sangue de caes com OSA quando comparados a animais saudaveis.

Estudo realizado por Withers et al. (2019), buscou determinar como as células do sistema imune se
diferem em quadros de lesdo primaria e metastatica. Este percebeu que os Linfocitos T e as Tregs
(células T regulatdrias) estdo relacionadas em ambos os casos, € em estudo comparativo, observou
que os infiltrados de células T e B, bem como os macréfagos apresentavam aumento significativo
na lesdo metastatica em relag@o a primaria (Withers, S. S. et al., 2019). Ademais, pesquisa realizada
por (Allende, C. et al., 2020) demonstrou que caes com OSA apresentam maior nivel sérico de

citocinas, com niveis de IL-8 e IL12p40 aumentados quando comparados com pacientes saudaveis.

Em humanos e animais, pesquisas ainda se fazem necessarias para que os mecanismos de
progressao tumoral do osteossarcoma sejam amplamente compreendidos. Segundo Colombe, P. et

al. (2022), as células tumorais circulantes sdo responsaveis pelo desenvolvimento metastatico, onde
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perdem a capacidade de se aderir ao tumor s6lido e adquirem capacidade de migrar pela corrente
sanguinea. Wright T (2019) fez uso da citometria de fluxo para deteccdo de células tumorais
circulantes em caes com osteossarcoma e pode observar que o nivel de células tumorais circulantes
se apresentavam reduzidos no sangue de cdes amputados, niveis varidveis em cdes recebendo

quimioterapia e aumentado quatro semanas antes da deteccdo de metdstase ou morte desses animais.

Em virtude da classificacdo do osteossarcoma como um tumor imunogénico, o emprego de
imunoterapia pode ser considerado como uma nova alternativa terapéutica para um grupo reduzido
de pacientes com osteossarcoma apendicular ndo operaveis. Recentemente, pesquisas demonstraram
que o emprego de imunoterapia pode aumentar a resposta imune para combate das células tumorais,
capaz de promover aumento de sobrevida, com a vantagem de persisténcia dos efeitos curativos
(Sheng, W. Y. et al., 2011; Zhao, X. et al., 2021). Estudo realizado por Zhao, X (2021) demonstrou
que o emprego de imunoterapia, com base na terapia de bloqueio de checkpoint imunologico, inibiu
o crescimento de tumores a distancia de forma efetiva em casos de OSA em camundongos, inibindo
as atividades de Tregs e outras células imunossupressoras e ativando ainda mais linfocitos T
citotoxicos. Também, pesquisa realizada por Flickinger, J. C. (2018) conseguiu demonstrar inibi¢ao
de crescimento tumoral e indugdo de resposta imune anti tumoral secundaria com o emprego de
imunoterapia utilizando a Listeria monocytogenes como vetor. Ambas as pesquisas indicaram a ndo
ocorréncia de efeitos adversos significativos. Efeito semelhante foi alcangado com o uso de
Oncotherad em nossa pesquisa, com apresentacdo de efeitos adversos minimos, mostrou-se um

farmaco efetivo e bem tolerado pelos animais em tratamento.

Em humanos, Meyers, P. A. (2011) comprovou a efetividade do emprego de pamidronato associado
a quimioterapia em idosos com OSA e, em artigo publicado em 2018, LI, P. demonstrou a eficacia
do Zoledronato na supressdao de osteoclastos in vitro. In vivo, Ohba, T. (2014) concluiu que a
ostedlise induzida pelo OSA ¢ diretamente relacionada ao crescimento tumoral, no qual a expressao
de RANKL nas linhas celulares de osteossarcoma murino correlaciona-se com o seu potencial
maligno, e o osteossarcoma agressivo estimula diretamente a diferenciacdo dos osteoclastos e a
reabsor¢ao Ossea, e que os bisfosfonatos inibem a osteoclastogénese induzida por tumor através da
diminui¢do da expressdo de RANKL e aumento da produ¢ao de OPG. Também, Barger et al. (2007)
concluiu que a ocorréncia de dor esta diretamente relacionada a expressdo de RANK/RANKL em
tumores Osseos. Assim como nos referidos artigos, devido ao seu mecanismo de acdo mais

especifico, o uso de bisfosfonatos demonstrou maior eficicia analgésica quando comparados aos
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farmacos utilizados no Grupo B (controle), segundo avaliacdo feita pela Helsinki Chronic Pain

Index para escala de dor.

Em nossos resultados, o tratamento experimental se mostrou eficaz ao promover maior taxa de
sobrevida e tempo livre de metastase, de modo que todos os pacientes tratados com Oncotherad,
quimioterapia e bisfofosfonatos conseguiram atingir no minimo 120 dias em tratamento, o que nao
foi observado nos animais do grupo controle, onde 75% acabou vindo a 6bito com menos de 60 dias
em tratamento em virtude da progressio da doengca. Em recente estudo realizado por
Ringdahl-Mayland B (2022) na Universidade Estadual do Colorado (Colorado State University)
testou o uso de bisfosfonatos associado a radioterapia paliativa em cdes com osteossarcoma
apendicular e demonstrou que nao houve diferenca significativa quanto ao emprego isolado de
bisfosfonatos. Tais resultados, somados ao obtido em nossa pesquisa, demonstram ndo apenas a
dificuldade no controle desta neoplasia, como a importancia da inclusdo da imunoterapia no
protocolo terapéutico, frente a sua agdo sobre os meios de progressdao tumoral, podendo ser
considerada como uma nova opgao terapéutica viavel no tratamento de cdes que ndo podem ser

amputados.

Em estudo recente, Reis et al. (2022) avaliou os efeitos do Oncotherad em modelo animal de cancer
de bexiga induzido quimicamente ¢ demonstrou que este atuou na diminui¢do dos niveis de
RANK/RANK-L, com reducdo da imunorreatividade de PD-1/PD-L1, promovendo uma menor
progressdo tumoral. Além deste, o emprego de Oncotherad também demonstrou efeito positivo no
tratamento de melanoma oral (Fonseca-Alves, C. E. et al.,2021) e carcinoma urotelial (
Bockelmann, P. K. et al., 2019) em caes. No presente estudo, conforme classificacdo pelo RECIST
1.1, 66,67% dos animais tratados com imunoterapia (MRB-CFI-1), quimioterapia e bisfosfonatos
conseguiram atingir maior tempo de doenca estavel, resultado que ndo foi observado no grupo

controle.

Esses resultados indicam que, em virtude do carater imunogénico do OSA, no qual ha envolvimento
ndo apenas das células do tecido 6sseo mas células do sistema imune, como os linfocitos T e B na
expressao de RANK/RANKL, podemos afirmar que o emprego da quimioterapia somado a
imunoterapia com Oncotherad®, haja vista sua agdo sob a via candnica ¢ ndo candnica, inibindo
expressdo de fatores proé oncogénicos e estimulando via dos IFN para combate das células
neoplasicas (Ribeiro de Souza, B. et al., 2023), uma vez associada ao emprego de bisfosfonatos, que

atuam de forma direta impedindo reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos (Fernandes C et al., 2005),
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uma nova op¢ao de terapia antitumoral mais efetiva para caes com osteossarcoma apendicular ndo
amputados, capaz de promover melhor controle de dor, maior tempo de doenca estavel,

proporcionando maior qualidade de vida para estes animais.
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CONCLUSAO

A associagdo de imunoterapia com Oncotherad® (mrb-cfi-1), bisfosfonatos e quimioterapia nos cdes com
OSA apendicular ndo amputados pode ser considerada como uma nova estratégia multimodal para
proporcionar menor progressdo da doenga, contribuindo no controle da dor e promovendo maior qualidade

de vida.
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